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Tavuklarda Salmonella Enteritidis Antikorlar›n›n Serum ve Yumurta
Sar›s›nda ELISA ile Saptanmas›
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Özet: Adapazar›, Afyon, Ankara ve Konya illerindeki toplam 11 yumurtac› ve dam›zl›k iflletmeye ait de¤iflik yafl ve ›rklardaki
tavuklardan 473 serum ve 430 yumurta al›nd›. ELISA’n›n standardizasyonunda LPS, HE ve flagella antijenleri denendi ve saha
örneklerinin de¤erlendirilmesinde flagella antijeninin kullan›lmas›na karar verildi.
Çal›flmada 473 serumun 48’i (% 10,2) çabuk lam aglutinasyon testi ile pozitif bulunurken, bu serumlardan yedisi ELISA’da negatif
olarak saptand›. ELISA sonuçlar›na göre 473 serumun 173’ü (% 36,6) ve 430 yumurta sar›s›n›n 76’s› (% 17,7) pozitif olarak
bulundu. ELISA ile pozitif oldu¤u saptanan serumlar›n 41’i (% 23,7) çabuk lam aglutinasyon testi ile pozitif sonuç verdi.
Anahtar Sözcükler: ELISA, Salmonella enteritidis, serum, tavuk, yumurta sar›s›

Detection of Antibodies Against Salmonella Enteritidis in Chicken Serum and
Egg Yolk with ELISA
Abstract: A total of 473 sera from hens of different age groups and different breeds and a total of 430 eggs were collected from
11 breeders and egg producers in the districts of Adapazar›, Afyon, Ankara and Konya. Lipopolysaccharide (LPS), heat-extract (HE)
and flagella antigens were tested in the standardizing ELISA technique. Flagella antigen was found useful in the screening of field
samples.
Of the 48 (10.2%) rapid plate agglutination positive sera, 7 were negative in ELISA. One hundred and seventy-three (36.6%) of
the 473 sera and 76 (17.7%) of the 430 egg yolks were found to be positive with ELISA. Forty-one (23.7%) of the ELISA positive
sera were also positive in the rapid plate agglutination test.
Key Words: ELISA, Salmonella enteritidis, serum, chicken, egg yolk

Girifl
Kanatl›larda g›da zehirlenmesine neden olan
serotiplerin kloakal svablardan izolasyonundaki
güçlüklerden ve konvansiyonel serolojik testlerin nispeten
hassas olmamas›ndan dolay›, infeksiyonlar› saptamada
ELISA tekni¤i üzerinde durulmufltur (1). Tavuklarda S.
enteritidis infeksiyonunu saptamak için ELISA tekni¤inde
antijen olarak LPS, heat-exract (HE), flagella, d›fl
membran proteini (OMP) veya fimbria baflar›l› bir flekilde
kullan›lmaktad›r (2, 3, 4)
S. enteritidis antikorlar›n›n saptanmas›nda ELISA
tekni¤i bir tarama testi olarak büyük bir öneme sahiptir.
Presipitasyon, aglutinasyon, komplement fiksasyon ve

immunflouresan gibi di¤er testler ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
ELISA’n›n daha sensitif oldu¤u bildirilmifltir (3). Barrow
(5), deneysel olarak Salmonella ile infekte tavuklar›n
serumlar›n› ELISA ile inceledi¤inde B ve D grubu
Salmonella’lar aras›nda iyi bir ay›r›m sa¤lad›¤›n›
bildirmifltir. Ayr›ca, pratikte uzun y›llard›r kullan›lan lam
aglutinasyon testinin tutars›z sonuçlar verdi¤ini de
aç›klam›flt›r.
McLeod ve Barrow (6), S. enteritidis ile infekte oldu¤u
bilinen broyler dam›zl›k ve yumurtac› sürülerden ald›klar›
yumurtalar›n sar›lar›nda, S. enteritidis’in LPS’i ile
reaksiyona giren IgG düzeylerini saptamak için indirekt
ELISA yapm›fllar ve Salmonella infeksiyonu ile ELISA’da

983

Tavuklarda Salmonella Enteritidis Antikorlar›n›n Serum ve Yumurta Sar›s›nda ELISA ile Saptanmas›

bulunan yüksek de¤erler aras›nda pozitif korelasyon
saptam›fllard›r. Antijen olarak LPS kullan›larak yap›lan
ELISA’n›n, invaziv Salmonella serotiplerinin neden oldu¤u
infeksiyonlar› yumurta sar›lar›nda saptamada kullan›fll›
olaca¤›n› ileri sürmüfllerdir.
Timoney ve ark. (4), flagellin ELISA’n›n, pullorum
antijeni ile yap›lan çabuk lam aglutinasyon testinden daha
duyarl› oldu¤unu ve üstelik pullorum testinde zay›f
pozitiflik veren serumlar›n flagellin ELISA’da güçlü pozitif
oldu¤unu bildirmifllerdir. Zijderveld ve ark. (7), dam›zl›k
sürülerde gerçeklefltirdikleri çal›flmalar›nda S. enteritidis
infeksiyonunun saptanmas›nda flagella antijeni kullanarak
yapt›klar› ELISA sonuçlar›n›, çevresel örneklerin
bakteriyolojik inceleme sonuçlar›ndan daha iyi oldu¤unu
bildirmifllerdir.
S. enteritidis antikorlar› infekte tavuklar›n yumurta
sar›lar›nda da saptanabilir (6, 8). Gast ve ark. (9),
deneysel olarak infekte ettikleri yumurtac› tavuklardan 4
hafta boyunca toplad›klar› yumurtalar›n sar›lar›n› ELISA
tekni¤i ile S. enteritidis flagella antikorlar› yönünden test
7
etmifllerdir. ELISA ile 10 cfu etken verilen gruptaki
tavuklar›n hepsini, 105 cfu oran›nda etken verilen
gruptaki tavuklar›n % 66’s›n› ve 103 cfu oran›nda etken
verilen gruptaki tavuklar›n % 35’ini infekte olarak
saptam›fllard›r. Minga ve Wray (10), S. enteritidis ile
deneysel olarak immunize ettikleri ve ayr›ca do¤al olarak
S. enteritidis ve S. gallinarum ile infekte olan tavuklardan
ald›klar› serum ve yumurta örneklerini incelediklerinde
konvansiyonel serolojik testler ile ELISA sonuçlar›n›n
uyumlu oldu¤unu tespit etmifllerdir.
Çal›flmada, ELISA tekni¤inin tavuk kan serumu ve
yumurta sar›lar›nda S. enteritidis antikorlar›n›n
saptanmas› için standardize edilmesi ve bir tarama testi
olarak rutin laboratuvar çal›flmalar›nda kullan›labilirli¤inin
ortaya konulmas› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot
Bakteriler: Çal›flmada antijen haz›rlamak ve
immunizasyon amac›yla kullan›lan S. enteritidis PT4 suflu,
Doç. Dr. Tayfun Çarl›’dan (Uluda¤ Üniversitesi Veteriner
Fakültesi) sa¤land›. Kontrol ve kros reaksiyon
çal›flmalar›nda kullan›lan S. gallinarum, S. typhimurium,
E. coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis bakterileri Ankara Üniversitesi Veteriner
Fakültesi
Mikrobiyoloji
Anabilim
Dal›
kültür
koleksiyonundan temin edildi.
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Deneme Hayvanlar›: Bu çal›flmada immun serum elde
etmek amac›yla 21 adet, 56 haftal›k, kahverengi
yumurtac› tavuk Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi
uygulama çiftli¤inden sa¤land›.
Test Serumlar› ve Yumurtalar›: Adapazar›, Afyon,
Ankara ve Konya illerindeki yumurtac› ve dam›zl›k tavuk
iflletmelerine ait de¤iflik yafl ve ›rklardaki tavuklardan 473
saha serum örne¤i ve 430 yumurta sar›s› topland›.
Kontrol Serumlar› ve Yumurtalar›: S. enteritidis ve
kros reaksiyon çal›flmalar›nda kullan›lan bakterilerin
herbirinden 3’er adet deneme hayvan›na verilmesiyle elde
edilen kan serumlar› pozitif kontrol olarak kullan›ld›.
Negatif kontrol serumlar›, Tar›m ve Köyiflleri Bakanl›¤›
Manisa Afl› Üretim ve Araflt›rma Enstitüsü’ne ait SPF
tavuklardan ve Salmonella’dan ari olan bir dam›zl›k tavuk
iflletmesinden al›nd›. Pozitif ve negatif kontrol
yumurtalar›, kontrol serumlar›n›n elde edildi¤i
hayvanlardan ve ünitelerden sa¤land›.
Solüsyonlar ve Tampon S›v›lar: Bu çal›flmada PBS
(pH 7,2), y›kama solüsyonu (PBS+ % 0,05 Tween 20),
serum, yumurta sar›s› ve konjugat suland›rma bufferi
(PBS+ % 0,05 Tween 20 + % 1 s›¤›r serum albumini),
coating buffer (pH 9,6), sitrat fosfat buffer ve fizyolojik
tuzlu su (FTS)’dan yararlan›ld›.
Konjugat: ELISA’da konjugat olarak tavflandan elde
edilmifl peroksidaz enzimi ile iflaretli ticari anti-tavuk IgG
(H+L) (SIGMA) kullan›ld›.
Substrat: Orto-fenilendiamin (SIGMA) sitrat fosfat
buffer (pH 5,0) içerisinde % 0,04 oran›nda çözdürülerek,
renkli fliflelere 25 ml miktar›nda konuldu. Testte
kullan›lmadan önce herbir flifleye 12,5 µl hidrojen peroksit
(H2O2, MERCK) ilave edildi.
Durdurma Solüsyonu: ELISA reaksiyonunun
durdurulmas› için 1,25 M H2SO4‘den yararlan›ld›.
‹mmunizasyon Çal›flmas›: Üçerli gruplara ayr›lan 21
adet deneme hayvan› ayr› kafeslere yerlefltirildi.
‹mmunizasyon amac›yla S. enteritidis ve bununla kros
reaksiyon veren baz› bakteriler için ayr›lan gruplardaki
herbir deneme hayvan›n›n bacak kas›na, McFarland
No:10’a ayarlanan, içerisine % 0,5 oran›nda formol ilave
edilerek +4 °C’de 1 gece bekletilen ve inaktivasyon
kontrolleri yap›lan s›v› kültürlerden 0,5 ml inokule edildi.
‹nokulasyon bir hafta ara ile 1, 1,5 , 2, 2,5 ve tekrar 2,5
ml miktarlar›nda olmak üzere tekrarland›.
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Serolojik Testler
Çabuk Lam Aglutinasyon Testi: Eflit miktarda boyal› S.
pullorum plate test antijeni ve serum temiz bir lam
üzerinde kar›flt›r›ld›, 2 dakika içerisinde oluflan
aglutinasyon pozitif olarak de¤erlendirildi.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): ELISA;
antijenlerin elde edilmesi, ELISA’n›n optimizasyonu,
ELISA’n›n uygulanmas›, negatiflik efli¤inin belirlenmesi ve
do¤rulama çal›flmalar› olmak üzere 5 aflamada
gerçeklefltildi.

Antijenlerin Elde Edilmesi: ELISA’da LPS, HE ve
flagella olmak üzere üç çeflit antijen haz›rland›. LPS
antijeni Hassan ve ark. (11), HE antijeni Nicholas ve
Andrews (8)’un bildirdikleri yönteme göre haz›rland›.
Flagella antijeni ise Parton (12)’un yönteminin
modifikasyonuyla elde edildi.
ELISA’n›n Optimizasyonu
Antijen, konjugat, serum ve yumurta sar›s›
suland›rmalar›n›n belirlenmesi: Antijenlerin ve konjugat›n
suland›rma oranlar›n› saptamak amac›yla satranç tahtas›
metodu uyguland›. Her antijen için S. enteritidis pozitif
serum, negatif saha serumu ve SPF serum aras›ndaki
fark›n en iyi görüldü¤ü en yüksek antijen, konjugat,
serum ve yumurta sar›s› suland›rmas› optimal olarak
belirlendi.
Uygun antijenin belirlenmesi: Antijen ve konjugat›n
titresi belirlendikten sonra, S. enteritidis ve bununla kros
reaksiyon veren baz› bakterilere karfl› haz›rlanan immun
serumlar bir pleytte her üç antijen için de¤erlendirildi. LPS
ve HE antijeni kullan›ld›¤›nda, S. enteritidis ve S.
gallinarum pozitif serumlar›n›n OD de¤erleri birbirinden
ay›rt edilemeyecek kadar yak›n bulundu ve ELISA
çal›flmalar›nda S. enteritidis ile kros reaksiyon veren
bakterilere karfl› haz›rlanm›fl serumlarla en iyi fark› veren
flagella antijeni kullan›ld›.
ELISA’n›n Uygulanmas›: ELISA, Desmidt ve ark.
(13)’n›n bildirdikleri yöntemin modifikasyonu ile yap›ld›.
Herbir çukurun absorbans› 405 nm’de ELISA okuyucusu
ile okundu. Çal›flmada her mikropleyt için 20 adet negatif
saha kontrolü ve 6 adet S. enteritidis pozitif kontrol
kullan›ld›.
Negatiflik Efli¤inin Belirlenmesi: Test süresince her
pleytte kullan›lan 20 adet negatif serum ve yumurta sar›s›
kontrollerinin OD de¤erlerinin ortalamas›na, kros
reaksiyon veren bakterilere karfl› haz›rlanm›fl immun

serum ve yumurta sar›s› OD de¤erleri göz önüne al›narak
SD (Standart sapma) de¤eri ilave edildi.

Do¤rulama Çal›flmas›: S. enteritidis ile ayn› flagellar
antijenik yap›ya sahip baz› Salmonella’lardan
kaynaklanabilecek pozitiflikleri belirlemek için, flagella
antijeni kullan›larak yap›lan ELISA’da pozitif bulunan
serum ve yumurta sar›s› örneklerinden farkl› iflletmelere
ait toplam 20’fler adet serum ve yumurta sar›s› rastgele
seçilerek ayn› pleytte flagella ve LPS antijeni ile test edildi.
‹statistiksel De¤erlendirme: Serum ve yumurta
sar›s›yla yap›lan ELISA’da bulunan sonuçlar ki-kare testi
ile istatistiksel olarak de¤erlendirildi.

Bulgular
Çabuk Lam Aglutinasyon Testi Sonuçlar›: Çal›flmada
incelenen 473 serumun 48’i (% 10,2) S. pullorum boyal›
plate test antijeni ile yap›lan çabuk lam aglutinasyon
testinde pozitif olarak saptan›rken, 425 serum (% 89,9)
negatif bulundu.
ELISA Sonuçlar›

Antijen Titrasyonu: Antijen titrasyonunda flagella
antijeninin en iyi sonuç verdi¤i protein oran› 15 mg/ml
olarak bulundu. HE antijeni 1/800, LPS antijeni ise 1/400
suland›rmada en iyi pozitif/negatif ay›r›m› gösterdi.
Serum ve Yumurta Sar›s› Suland›rma Oranlar›:
Satranç tahtas› yönteminde, S. enteritidis pozitif ve
negatif serum ve yumurta sar›lar› için en iyi suland›rma
1/40 olarak saptand›.
Konjugat Titrasyonu: Standardizasyon çal›flmas›nda
ELISA en iyi 1/2500 konjugat suland›rmas›nda sonuç
verdi.
Negatiflik Efli¤inin Belirlenmesi: Serumlar için 4 SD
ve yumurtalar için de 3 SD ilave edildi.
ELISA Sonuçlar› ve ‹statistiksel De¤erlendirme: ELISA
sonuçlar›na göre, 473 serumun 173’ü (% 36,6) ve 430
yumurta sar›s›n›n ise 76’s› (% 17,7) pozitif olarak
de¤erlendirildi. Serum ve yumurta sar›s›nda pozitif
yüzdeleri aras›ndaki fark istatistiki olarak önemli bulundu
(p<0,001) (Tablo 1).
Toplam 473 serumdan 48’i (%10,2) çabuk lam
aglutinasyon testinde pozitif bulunurken, bu serumlardan
173’ü (% 36,6) ELISA’da pozitif olarak saptand› (Tablo
2).
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Tablo 1.

Çeflitli dam›zl›k ve yumurtac› iflletmelerde ELISA ile S. enteritidis antikorlar› yönünden pozitif bulunan serum ve yumurta sar›s› oranlar› (%).

‹flletme Tipi

‹flletme No

Serum Say›s›

ELISA Pozitif Serum

n

n

(%)

Yumurta

ELISA Pozitif Yumurta

n

n

Ki kare de¤eri

(%)

Dam›zl›k

1
2

103
50

69
1

(67,0)
(2,0)

96
30

28
3

(29,2)
(10,0)

28,45***
0,11-

Yumurtac›

1
2
3
4
5
6
7
8
9

57
55
52
40
30
30
20
20
16

8
23
2
26
13
7
15
9
0

(14,0)
(41,8)
(3,9)
(65,0)
(43,3)
(23,3)
(75,0)
(45,0)
(0,0)

59
61
30
29
30
30
22
23
20

5
7
7
4
6
0
9
3
4

(8,5)
(11,5)
(23,3)
(13,8)
(20,0)
(0,0)
(40,9)
(13,0)
(20,0)

0,90
13,89***
7,39**
17,94***
3,77*
✛
4,97*
5,43*
✛

Toplam

11

473

173

(36,6)

430

76

(17,7)

40,29***

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; -: Önemsiz
✛: Analiz yap›lmad›

Tablo 2.

Çeflitli dam›zl›k ve yumurtac› iflletmelerde S. enteritidis antikorlar› yönünden ELISA ve çabuk lam aglutinasyon testi ile pozitif bulunan serum
oranlar› (%).

‹flletme Tipi

‹flletme No

Serum

ELISA Pozitif Serum

n

n

(%)

n

(%)

Dam›zl›k

1
2

103
50

16
1

(15,5)
(2,0)

69
1

(67,0)
(2,0)

Yumurtac›

1
2
3
4
5
6
7
8
9

57
55
52
40
30
30
20
20
16

0
8
0
5
11
1
6
0
0

(0,0)
(14,6)
(0,0)
(12,5)
(36,7)
(3,3)
(30,0)
(0,0)
(0,0)

8
23
2
26
13
7
15
9
0

(14,0)
(41,8)
(3,9)
(65,0)
(43,3)
(23,3)
(75,0)
(45,0)
(0,0)

Toplam

11

473

48

(10,2)

173

(36,6)

Toplam 473 serumdan 41’i (% 8,7) ELISA ve çabuk
lam aglutinasyon testinin her ikisinde birden pozitif
bulundu. Çabuk lam aglutinasyon testinde pozitif bulunan
48 serumdan 7’si ELISA’da negatif olarak saptand›.
Do¤rulama Çal›flmas›: Flagella antijeni kullan›larak
yap›lan ELISA sonucu pozitif bulunan serum ve yumurta
sar›lar›ndan farkl› iflletmelere ait örneklerden rastgele
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Çabuk Lam Aglutinasyon
Testi Pozitif Serum

seçilen toplam 20’fler adet serum ve yumurta sar›s›n›n
tamam› LPS ELISA’da da pozitif bulundu.

Tart›flma ve Sonuç
Salmonella infeksiyonlar›na karfl› oluflan antikor
yan›t›n› saptamak amac›yla aglutinasyon, antiglobulin,

G. ALTAY, H. YARDIMCI

komplement fiksasyon testleri ve ELISA kullan›lmaktad›r
(14).
Bu çal›flmada 473 serumun 48’i (% 10,2) çabuk lam
aglutinasyon testinde pozitif olarak bulunurken, bu
pozitif serumlardan yedisi ELISA’da negatif olarak
saptand›. ELISA ile pozitif oldu¤u saptanan serumlar›n
41’i (% 23,7) çabuk lam aglutinasyon testi ile pozitif
sonuç verdi. ELISA tekni¤i aglutinasyon testine göre daha
spesifik ve duyarl› bir testtir (3). D1 grubunda S.
enteritidis d›fl›nda S. enteritidis ile ayn› O somatik antijen
yap›s›na sahip olan S. pullorum ve S. gallinarum gibi
etkenler de bulunmaktad›r. Bu etkenler boyal› pullorum
plate test antijeni ile aglutinasyon vermektedir. Çabuk lam
aglutinasyon testinde pozitifken, ELISA tekni¤inde negatif
bulunan bu serumlar, S. enteritidis d›fl›nda D1 grubunda
bulunan etkenlerle infekte olmufl hayvanlara ait olabilir.
Ayr›ca, aglutinasyon testi öncelikli olarak IgM s›n›f›
antikorlar› saptarken (3), çal›flmada ELISA IgG s›n›f›
antikorlar› saptamaktad›r. E¤er hayvanlar S. enteritidis ile
yeni infekte olmufl ve henüz IgG s›n›f› antikorlar
oluflmam›fl ise ayn› flekilde ELISA’da negatiflik
flekillenebilir. Çal›flman›n sonuçlar› di¤er araflt›r›c›lar›n
(15, 16) bulduklar› sonuçlarla uyumludur.
Turan (17), çal›flmas›nda kesimhaneden ald›¤› kan
serumlar›ndan yapt›¤› ELISA’da % 13,9 pozitiflik
bulurken, çabuk lam aglutinasyon testi ile % 6,7 pozitiflik
saptam›flt›r. Akal›n (18), ‹zmir bölgesinde 6 adet broyler
dam›zl›k iflletmeden sa¤lad›¤› toplam 1680 serumdan
365’inin (% 21,7) S. enteritidis yönünden pozitif
oldu¤unu bildirmifltir. Çal›flmada di¤er araflt›rmac›lar›n
sonuçlar›ndan farkl› olarak, serumlar›n çabuk lam
aglutinasyon testi ile % 10,2’si ve ELISA ile de % 36,6’s›
pozitif olarak saptand›.

Çal›flmada ELISA ile dam›zl›k 2, yumurtac› 3 ve 9 nolu
iflletmelerde ELISA pozitif yumurta yüzdeleri ELISA
pozitif serum yüzdelerinden daha yüksek ç›km›flt›r. Bunun
nedeni, kümes koflullar›nda ayn› hayvan›n yumurtas›n›n ve
serumunun al›nmas›n›n mümkün olamamas› sonucu
kümes baz›nda örnekleme yap›larak yumurta
al›nmas›ndan kaynaklanm›fl olabilir.
Flagella antijeni kullan›larak yap›lan ELISA ile serum ve
yumurta sar›lar›n›n pozitiflikleri aras›nda iflletmeler
düzeyinde farkl›l›k bulunmas›na ra¤men, genel
incelemede serum ve yumurta sar›lar› aras›nda istatistiki
olarak önemli (p<0,001) fark saptand›. Antikorlar›n
yumurta sar›s›na serumdan geçmesi, di¤er bir deyiflle
yumurta sar›s›ndaki antikorlar›n kayna¤›n›n serum olmas›
nedeniyle bu beklenen bir durumdur.
Sonuç olarak, çal›flmada, ELISA tekni¤inde çabuk lam
aglutinasyon testine göre daha fazla pozitif sonuç
bulundu. Flagella antijeninin LPS ve HE antijenlerine göre
daha spesifik sonuçlar verdi¤i belirlendi. Mikropleytlerde
tek göz suland›rma yap›larak çok say›da serum ve
yumurta sar›s›n›n k›sa sürede de¤erlendirilebilece¤i ortaya
konuldu. Tavuklarda S. enteritidis antikorlar›n›n kan
serumunun yan›s›ra, yumurta sar›s›ndan da ELISA ile
saptanabilece¤i ve yumurta sar›s› ile uygulanan bu
tekni¤in sahada yumurtac› ve özellikle de dam›zl›k
sürülerde uyguland›¤›nda maniplasyonlara ba¤l›
infeksiyon riski ve stresin neden oldu¤u ekonomik
zararlar›n önlenebilece¤i kan›s›na var›ld›. Bu çal›flma, S.
enteritidis’e ilaveten kanatl›larda görülen di¤er Salmonella
infeksiyonlar›n›n da yumurta sar›s›ndan ELISA ile teflhis
edilmesi bak›m›ndan örnek teflkil etmektedir.
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